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(57) Abstract 

The invention relates to a device and method for examining cells using the patch-clamp method. To this end, a flat arrangement of 
a first amount of micro cuvettes is provided for accommodating cells. In addition, a two-dimensional arrangement of a second amount of 
micro pipettes is provided for the application and can be positioned relative to the two-dimensional arrangement of the micro cuvettes in 
such a way that a plurality of cells located in the micro cuvettes can be simultaneously examined. 

(57) Zusammcnfassung 

Beschrieben werden eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Zelluntersuchung mittels der Patch Clamp-Methode. Dabei kommt eine 
flachige Anordnung einer ersten Anzahl von MikrokQvetten zur Aufhahme von Zellen und eine flachige Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipetten zum Einsatz, die relativ zur flachigen Anordnung der Mikrokuvetten derart positionierbar ist, daS eine Vielzahl von in 
den Mikrokuvetten befindlicher Zellen gleichzeitig untersuchbar sind. 
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Zur Zeiluntersuchung mittels cer Patch Clamp- 
Methccie besrimmte Vorrichtung und Verf ahren 



Beschre ibong 

Technisches Gebiet 

Die Erfir.dur.g bezieht sich auf eine zur Zeilunter- 
suchung rrdttels der Patch Clamp-Methode bestimmte 
Vcrrichtung sowie auf ein dazu bestimmtes Verfahren. 
Weiterhin 1st Gegenstand der Erfindung die Verwendung 
einer an sich bekannten bekannten Vorrichtung zur 
Messung bioelektrischer Signale zur Zeiluntersuchung. 

Stand der Technik 

Die Patch Clamp-Methode ist ein Verfahren, um bio- 
elektrische Signale, namentlich das elektrische Po- 
tential im Innern einer Zelle und den durch ionische 
Transportprozesse, die sog. Ionenkanale zustandekom- 
menden Strom durch eine Zellmembran zu me s sen . 

Mit diesera Verfahren ist es moglich, den Strom durch 
eine Zellmembran sogar separat fur einen spezifischen 
lonenkanal zu messen und dadurch Erkenntnisse iiber 
die Funktionsweise der Zellmembran zu gewinnen. Mes- 
sungen mithilfe der Patch Clamp-Methode werden in der 
Neurowissenschaf t vorgencmmen, urn die Wirkung von 
Pharmaka unc Chemctherapeucika auf die AktivitSt von 
Ionenkan&len zu erforschen. 



ERSAT2BLATT (REGEL 26) 



WO 99/19729 



2 



PCT/EP98/06418 



Vorrichtur.gen zur Messunc bioelektrischer Signale 
sind aus der £Z 38 05 303 Al sowie den US-Psen 4 599 
315, 52 29 163 una 5 643 742 bekannt. 

Aus der Patch Clamp-Methode wurden verschiedene Vari- 
anten encwickelt, urn die elektrische Leitf uhigkeit in 
einzeinen Membranabschnitten zu bestimmen. Fur die 
Untersuchur.g wird die Membran einer Zelle, ublicher- 
weise einer Nervenzelle, mit einer als Mikropipette 
dienenden Glaskapiilare anzusaugt una je nach Varian- 
te auch curchstoflen, urn das intrazellulare Potential 
von typischerweise 1 - 500 \m V mit einer in der 
Glaskapiilare befindlichen Elektrode gegenuber einer 
Ref erenzeiektrode zu messen. Dabei ist die Zelle me- 
chanisch rest rr.it der Mikropipette verbunden und 
steht liber ihre Membran mit der umgebenden Lcsung in 
Kontakt , 

Gemaft einer anderen Variante wird ein angesaugter 
Teil einer Zeilmembran von der Zelle abgetrennt, urn 
dann die Leitf ahigkeit dieses Membranstucks (patch) 
zu ermitteln. 3ezuglich der Art der Membranabrrennung 
sind verschiedene Varianten geiaufig, urn das Membran- 
stiick far die nachf olgenden Messenger, in beiderlei 
Orientierungen (inside-out patch bzw. outside-out 
patch) an der Mikropipette zu befestigen. 

Die Mess una des Potentials innerhalb der Zelle bzw. 
die Messung von Strdmen durch die Zeilmembran hin- . 
durch erfolgt mit Hilfe von Mikroelektroden, die sich 
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innerhalb der Mikropipette befinden konnen ocer mit 
bekanr.ten Verfahren wie der Dunnschichttechnik auf 
Subscrazen herges telle werden, auf denen die :u un- 
tersuchenden Neuronen positioniert warden miissen. 

Obwohl die Patch Clamp-Methode sich seit ihrer Ein- 
fiihrung in der Neurowissenschaf t zu einer Routinemes- 
sung in neurobiologischen Labors entwickelt hat, ist 
sie mefitechnisch aufterst anspruchsvoll und erfordert 
bislang noch eine mikroskopische Kontrolle des Ein- 
griffs an der zu untersuchenden Zelle. Nachteilig ist 
dabei vor allem, dali dieses Verfahren fur den Umgang 
mit der einzelnen Nervenzelle ein erhebliches Ge- 
schick und Feingefiihl seitens des Operateurs voraus- 
setzt; so miissen die Neuronen beispielsweise auf ei- 
nem Substrat aufgesucht werden und gegebenenf alls 
auch unmittelbar an Mikroelektroden an der Substrato- 
berflache positioniert werden, um die er f orderlichen 
Messungen durchfiihren zu konnen. 

Infolge des manuellen Umgangs mit der einzelnen Zelle 
ist die Patch Clamp-Methode bislang mit einem erheb- 
lichen Zeitaufwand verbunden. Insbescndere bei der 
Untersuchung einer Vielzahl von Zellen ist dieser 
Nachteil um so gravierender , da die Zellen nach ihrer 
Isolierung vom Gewebe raumlich beliebig verteiit sind 
und aus diesem Grunde nur nacheinander aufgesucht, 
plaziert und untersucht werden konnen. 
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Darstellung der Erfindung 

Der Erfindung iiegt daher die Aufgabe zugrur.de, eine 
Vorrichtung sowie ein Verfahren anzugeben, rr.it denen 
mit der Patch Clamp-Methode eine Vielzahi vcr. Zellen 
gieichzei tig zu untersucht, die Untersuchung der Zel- 
len zu automatisiert una so auf die bisianc erfcrder- 
liche mikroskopische Kontrolie verzichtet warden 
kann. Ferner soil die Untersuchung einer Vielzahi von 
Zellen auf kieinstem P.aum ermogiicht ur.d schlie^lich 
der fur die Patch Clamp-Messung nctige Zei taufvar.d 
drastisch minimiert warden. 

Eine" erf indungsgemaSe Losung dieser Aufgabe ist fur 
die Vorrichtung irr. Anspruch 1 und flir das Verfahren 
in Anspruch 6 angegeben. 

Weiterbildungen der Erfindung sind Geger.star.d der ab- 
hangigen Ansprilche. 

Die Aufgabe wird er f indungsgemaft gelost durch eine 
Vorrichtung ir.it einer flachigen Anordnung einer er- 
sten Anzahi von Mikrokuvetten zur Aufnahme von Zellen 
una mit einer flachigen Anordnung' einer zweiten An- 
zahi von Mikropipetten, die relativ zur flachigen An- 
ordnung der Mikrokuvetten posit ionierbar ist, u_t\ eine 
Vielzahi in den Mikrokuvetten befindiicher Zellen 
gieichzeitig zu untersuchen. Die Messung der bioelek- 
trischen Signale erfolgt dabei mitteis der Patch 
Ci amp-Met node . 
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lie Auzgabe wird er f indungsgemafl ferner durch ein 
Ver fahrer. gelzsz, wznach eine Vielzahi vcn Zeilen an- 
gecrdr.e: wird ur.d -izzeis einer Vielzahi ven Mikrcpi- 
center, eine Vielzahi angecrdneter Zeilen gieichzeizig 
untersucht wird. 

Durch die sys zematische raumliche Ar.erdnung sowchl 
der zur Aufnaruze der Zeilen bestirur.ten Mikrckuvetzen 
als auzh der Mikropipetten wird es er steals mogiich, 
die Pazch Clamp-Methode zu autcrr.azisieren und auf 
diese Weise zeit- ur.d koster.sparend durchzuzuhren . 
Die zu untersuchenden Neuronen werden von einer f la- 
chiger. .-u~.ordr.ung von MikrckUvetter - in der Regei ein 
Substrat mit gieichnaiiig verteilten Vertiefungen in 
seiner Cberflache - auf genoircnen und so auf exakt be- 
stimiribaren Positionen gehalten. line fiachige Anord- 
nung von Mikropipetten ermoglicht bei genauer Posi- 
tionierung gegenliber der Anordnung der in den Mikro- 
kiivetten befindlichen Zeilen die gieichzeitige Durch- 
fuhrunr einer Vielzahi von Zinzeir.essungen, die bis- 
lang r.ur r.acheinander und bei gieichzeitiger Beobach- 
tung durch ein Mikrcskop durchgefuhrt warden konnten. 
Die Mikropipetten bzw. Mikrokiivetten konnen auf den 
entsprechenden Flachen auf engste^. Raum angeordnet 
werder. und erzidglichen so den Bau sehr konpakter Meii- 
vorrichzungen . Die Kuvetten und Fipstten werden auf 
den dafur vcrgesehenen Flachen vorzugsweise regeima- 
Big verteilr, d.h. sie bilden bei festem cegenseiti- 
gem Arszand ur.zereinander ein gieichirieBiges Raszer. 
E^ie genaue Geszalz der Raster wird sich in der Praxis 
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an Grofte unci Form cer Mikropipetten czw. der Mikrokii- 
ve t ten :riencieren . 

Eine erf indungsgemafl bevor zugte Ausf (ihrungsf orm der 
Vorricr.-ur.g sieht vor, daft die flachige Anordnung von 
MikrokUvetten ein der flachigen Anordnung von Mikro- 
pipetten angepafites, aber in mindestens einer Rich- 
tung kleineres Rastermaft besitzt und daft die Anord- 
nung vcn MikrokUvetten und die Anordnung von Mikropi- 
petten relativ zueinander seitlich versetzbar sind, 
um wiederhoit eine Vieizahl vcn Zellen gleichzeitig 
zu untersuchen. 

Im einfachsten Fall einer regelmaftigen Anordnung ent- 
sprichz der Abstand benachbarter MikrokUvetten einem 
ganzzahiigen Hruchteil des Abstandes benachbarter, 
gegenuber den MikrokUvetten grofterer Mikropipetten, 
wodurch eine wesentlich erhohte Zahl von Zellen 
gleichzeitig auf genominen werden kann als bei einer 
Anordnung gleich vieler Kuvetten wie Pipetten. Die 
Anzahi gleichzeitiger Messungen ist nur noch curch 
die Grcfte cer Mikropipetten bzw. durch die fUr sie 
vorgesehene r lachengrofte begrenzt . Zur Untersuchung 
samtlicher in den MikrokUvetten befindlicher Zellen 
sieht die entsprechende AusfUhrungsf orm des Verfah- 
rens vor, daft die Vieizahl von Mikropipetten relativ 
zu einer Anordnung von Zellen versetzt wird und wie- 
derholr eine Vieizahl angeordneter Zellen untersucht 
wird. Auf diese Weise kann die erf ir.dungsgemafte Viel- 
fachmessung in kurzen Zei t abs tanden wiederhoit wer- 
den, chne daft es eines zwischenzei tlichen Auscausches 
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der Zellen bedarf. Dies fUhrt zu einer weiteren Stei- 
gerung der Durchsat zzahlen . 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindur.g sieht ei- 
nen Mikromctor zum Positionieren und/oder zum Verset- 
zen der Anordnung von Mikrokuvetten und der Anordnung 
von Mikropipetten relativ zueinander vcr. Der Mikro- 
motor zum Absenken der Mikropipettenanordnung auf die 
Mikrokuvettenanordnung und zum seitlicher. Verfahren 
beider gegeneinander gewahrleistet mithiif e der heu- 
tigen Feinmechanik und Mikrotechnoiogie den punkt- 
genauen Kontakt von Neuronen und Pipette-, wodurch 
die vorgestellte Erfindung die erstmalige Untersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen ermoglicht. Dabei 
kann die Pipettenanordnung oder auch die KUvettenan- 
ordnung durch den Mikromotor verfahren werden. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung sieht eine 
Zellzuf uhreinrichtung und/oder eine Spiileinrichtung 
zum Entfernen von Zellen vcr. Dies fuhrt zu einer 
weiteren Auromatisierung der Messungen und damit zu 
einer weiteren Zeitersparnis insbesondere im Falle 
einer Vielf achmessung, die die Aufnahmekapasitat der 
Kuvettenansammlung ubersteigt. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung sieht ei- 
nen Filter auf der RUckseite der Anordnung der Mikro- 
kilvetten vor. Da die zu untersuchenden Zellen von der 
der Pipettenanordnung zugewandten Seite aus in die 
Mikrokiivetten eingebracht werden und die MikrokUvet- 
ten vorzugsweise in Richtung der Pipetten konisch 
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aufgeweitet sein kbnnen, urn die Zellen sicher aufzu- 
nehmer., empfiehlt sich eine Spttlung der Kuvectenan- 
ordnung von der Ruckseite her. In diesem Fall ist ein 
Filter vorteilhaft, urn ein Verstopfen der Mikrokiivet- 
ten durch kleine Partikel zu verhindem. 



Darstellung der Erf indung 

Die Erf indung wird nachstehend ohne Beschrar.kung des 
allgeirieinen Erf indungsgedankens anhand von Ausfuh- 
rungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeichnunger. 
exemplar isch beschrieben, auf die im ubriger. hin- 
sichtiich der Offenbarung aller im Text nich" naher 
erlauterten erf indungsgemaften Einzelheiten ausdruck- 
lich verwiesen wird. Es zeigen: 



Figur I einen Querschnitt durch eine erf indungsge- 
malien Vorrichtung wahrend der Pater. Clamp- 
Messung, 

Figur 2 eine vergrbiierte Detaiiansicht aus Figur 1, 

Figur 3 einen Querschnitt einer erf indungsgemaJien 
Aus fuhrungs form der Vorrichtung, una 



Figur 4 eine perspektivische Ansicht der er f in- 

dungsgemalien Anordnungen von Mikrckuvetten 
und Mikropipetten. 



Darstellung von Ausfuhrungsbeispielen 

Die Figuren 1 und 2 zeigen schematisch eine erfin- 

dungsgemafte Vorrichtung wahrend der Patch Ciamp- 
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Messung. Eine Mikrokuvettenanordnunc 1 weist eine 
Vieizahl im Raster angeordneter Mikrckuvetten zur 
Aufnahme einer Vieizahl von Zellen 2 auf. Einice der 
Zellen werden von einer Mikropipettenancrdnung 3 be- 
ruhrt bzw. von den Mikrcpipetten angesaugt. Hit die- 
ser Ar.ordnung von n x n Pipetten konnen n = Messungen 
gleichzeitig durchgefUhrt werden. 

Figur 3 zeigt eine Ausf Uhrungsform der erf indungsge- 
mafJer: Vorrichtung mit einem unterhalb der Mikrckiivet- 
ten bef indlichen Filter 4, gleicht ansonsten der Fi- 
gur 1 . 

Die raumiiche Anordnung der Mikrokiivettenanordnung 
(MKA) und der Mikropipettenanordnung (M?A) ist in Fi- 
gur 4 dargestellt. Die MPA befindet sich liber der 
MKA, wobei die spitz zulaufenden Offnungen der Mikrc- 
pipetten der MKA zugewandt sind. Die MPA kann curch 
einen nicht abgebildeten Mikromotor relativ zur MKA 
verfahren werden. 

FUr eine ungef ahre. Einschat zung der typischen Abmes- 
sungen der erf indungsgemaflen Vorrichtung werden nach- 
steher.d ohne jegliche Beschrankung der Allgemeinheit 
einice exempiarische Zahlenangaben genannt: 

Auf der Mikrokuvettenanordnung von der GrofJe eines 
Quadrat zentimeters befinden sich auf einer Flache von 
8x8 mm 2 enziang jeder Richtung des quadratischen 
Rasters 160 Kuvetten und somit insgesamt 25600 Kuvet- 
ten ir. gegenseitigen Abstand von 50 urn. Die Mikropi- 
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pettenanordr.ung weist auf einer Flache von mindestens 
2x2 mir k : 15 im quadrat ischen Raster angeordnete Mi- 
kropipetten (Nozzles) mit einem gegenseitigen Abstand 
von 400 \m auf. Das RastermaA der Mikropipettenanord- 
nung entspricht hier also dem achtfachen RastermaJi 
der Mikrokuvettenanordnung. Urn alle in der MKA be- 
findlichen Zellen zu untersuchen, kann die MPA in 
beiden Richrungen parallel zum MKA in 40 Schritten 
verfahren una damit in insgesamt 1600 unterschiedli- 
che Positioner, cebracht werden. 

Mikrokuvetrenanordnung sowie Mikropipettenanordnung 
werden mithilfe lithographischer Methoden der Halb- 
leitertechnik, die Elektroden der MPA in Dunnfilm- 
technik gef ertigt . 

Mikromechanische Strukturen dienen zur Justierung des 
Motors; die Kcmponenten werden f einmechanisch und mi- 
krotechnisch verbunden. 

Ein Mikroprozessor steuert die Mikroaktoren und er- 
faBt die anfallenden Melidaten, die dann elektronisch 
ausgewertet werden. 

Mit der erf indungsgemalien Vorrichtung und dem be- 
schriebenen Verfahren konnen (derzeit) bereits einige 
Tausend Messungen in wenigen Minuter, durchgefiihrt 
werden . 
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Patentanspruche 



1. Vorrichtung zur Zelluntersuchung mittels der 
Patch Clamp-Methocie mit 

einer flachigen Anordnung einer ers ten Anzahl 
von Mikrokiivetten (1) zur Aufnahme von Zellen 
(2), und 

einer flachigen Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipecten (3) , die relativ zur flachi- 
gen Anordnung der Mikrokiivetten derarz posi- 
tionierbar ist, daft eine Vielzahl von in den 
Mikrokiivetten befindlicher Zellen gleichzeitig 
untersuchbar ist. 



2. Vorrichtung nach Anspruch 1/ 

dadurch gekennzeichnet, dafi die flachige Anord- 
nung von Mikrokiivetten ein der flachigen Anord- 
nung von Mikropipetten angepafttes, aber in minde- 
stens einer Richtung kleineres Rastermafl besitzt 
und dafi die Anordnung von Mikrokiivetten und die 
Anordnung von Mikropipetten relativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, urn wiederholt eine 
Vielzahl von Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
gekennzeichnet durch einen Mikromotor zurr. Posi- 
tionieren und/oder zum Versetzen der Anordnung 
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von Mikrokiivetten unci der Anordnung vcn Micropi- 
pet ten reiativ zueinander. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche I bis 3, 
gekennzeichnet durch eine Zellzufuhreir.richrung 
und/oder eine Spuleinrichtung zum Entrerr.en von 
Zellen . 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
gekennzeichnet durch einen Filter (4) auf der 
Ruckseite der Anordnung der Mikrokttve"er. . 

6. Zur Zelluntersuchung mittels der Patch Clamp- 
Hethode bestiirjr.tes Ver f ahren, wonach eine Viel- 
zahl von Zellen (2) angeordnet wird und ~ithilf e 
einer Vielzahl von Mikropipetten (3) eine Viel- 
zahl angeordneter Zellen gleichzeitig untersucht 
wird . 

1. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Vielzahl vcn Mi- 
kropipetten relativ zu einer Anordnung vcr. Zellen 
versetzt wird una wiederholt eine Vielzahl ange- 
ordneter Zellen untersucht wird. 

8. Verwendung einer Vorrichtung zur Zelluntersuchung 
mittels der Patch Clamp-Methode, die 

eine fiachige Anordnung einer ers ten Anzahl 
von Mikrokiivetten (1) zur Aufnahme von Zellen 
(2) und 
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eine fl£chige Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipetten (3) aufweist, die relativ 
zur fiacr.igen Anordnung der Mikrokuvetten der- 
art positionierbar ist, daft eine Vielzahl von 
in den Mikrokuvetten befindlicher Zellen 
gleichzeitig untersuchbar ist. 
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